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(57) Abstract: The invention concerns the use of a genus Halopteris orSphacelaria brown alga extract in a cosmetic or pharmaceu- 
tical composition for limiting expansion of adipose tissue by its effect on pieadipocyte differentiation. 

(57) Abrcge : La pr^sente invention conceme T utilisation d*un extrait d'une algue brune du genre Halopteris ou Sphacelaria dans 
une composition cosm^tique ou pharmaceutique destinde ^ limiter ]' expansion des tissus adipeux par son effet sur la diff^nciation 
pr^-adipocytaire. 
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Utilisation d'un extrait d'une algue bnme du genre Halopteris dans une 
composition cosmetique ou phamiaceutique destinee a limiter Texpansion des tissus 
adipeux et composition cosmetique ou pharmaceutique correspondante 

La presente invention conceme Tutilisation d'un extrait d'algue dans une 
composition cosmetique ou pharmaceutique destinee a limiter Texpansion des tissus 
adipeux. Elle conceme 6galement ladite composition cosmetique ou pharmaceutique 
destinee a limiter Texpansion des tissus adipeux. 
5 Les tissus adipeux sont formes d'une matrice conjonctive essentiellement 

constitute de cellules graisseuses du tissu hypodermique, ou adipocytes, qui sont des 
cellules qui renferment une volumineuse vacuole lipidique sous forme de 
triglycerides. L*activit6 m^tabolique de ces adipocytes comporte, d'une part, une etape 
de synthese des triglycerides, que Ton appelle la lipogtnese, et d'autre part, une 6tape 
10 d*hydrolyse des triglycerides, que Ton appelle la lipolyse, qui va liberer dans le sang 
des acides gras qui sont utilises par les autres cellules de Torganisme a des fins 
6nergetiques. 

Pour limiter une expansion des tissus adipeux, il est connu d'utiliser des 
substances qui peuvent agir sur les adipocytes, soit en stimulant la lipolyse des 
15 triglycerides intra-cellulaires et le re-largage extra-cellulaire des acides gras et du 
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glycerol, soit au contraire en inhibant la lipog^nese de nouveaux triglycerides. Des 
extraits de plantes ayant ce type d'activite ont ainsi pu etre utilises dans la 
composition de produits cosmetiques et/ou pharmaceutiques destines a affiner la 
silhouette. 

5 A titre d*exemple, on peut citer le docuncient brevet FR-A-2 693 917 qui d^crit 

un extrait aqueux de Talgue brune Laminaria digitata lequel a montre in vitro un effet 
stimulant de la lipolyse des adipocytes isol6s d'hypoderme humain. On peut 
egalement citer le document de brevet FR-A-2 774 905 qui d6crit un extrait lipidique 
de graines de Garcinia mangostana ayant egalement une activity de stimulation de la 
10 lipolyse. 

Toujours a titre d'exemple, on peut citer le document de brevet FR-A-2 795 958 
qui d^crit im extrait lipidique de la micro-algue Odontella aurita (riche en acides gras 
polyinsatures) montrant un effet inhibiteur de la n6osynthese des acides gras dans des 
adipocytes isoles d'hypoderme humain et done un effet inhibitevir de la lipogenese ou 

15 encore le document de brevet FR-A-2 817 150 qui decrit un extrait lipidique de 
graines de Polygonum fogopyrum (riche en phytost6rols) montrant un effet semblable. 

La pr^sente invention s^interesse plus particulierement aux algues brunes du 
genre Halopteris (ordre Sphacelaria) et, ^ titre d'exemple, de Talgue Halopteris 
scoparia encore nommee Sphacelaria scoparia. La pr&ente invention conceme 

20 Tutilisation d'un extrait d'une algue brune du genre Halopteris dans une composition 
cosm^tique ou pharmaceutique destin6e k limiter Texpansion des tissus adipeux. 
Avantageusement, cette algue est Talgue Halopteris scoparia. 

De maniSre siuprenante, on a pu montrer que cet extrait n'avait pas d'effets 
significatifs ni svir Tinhibition de la lipogenese ni sur la stimulation de la lipolyse des 

25 triglycerides. 

On a par ailleurs pu montrer, comme on le verra par la suite, que cet extrait a un 
effet sur la formation des adipocytes matures, seuls capables d^accumuler des 
triglycerides, a partir de precurseurs d'adipocytes que Ton appelle des pre-adipocytes 
et qui sont les seules a se multiplier. Cette transformation des pre-adipocytes en 
30 adipocytes matures est appel6e differenciation cellulaire. En d'autres termes, un extrait 
des algues brunes du genre Halopteris (ou Sphacelaria) a un effet inhibiteur de la 
differenciation des pre-adipocytes en adipocytes matures. 

De maniere gendrale, la differenciation cellulaire est le plus souvent r6gulee 
aussi bien de fa9on positive que negative par des facteurs adipogeniques presents dans 
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le milieu dans lequel se trouvent les cellules, tels que des hormones, des cytokines, 
des facteurs de croissance, des vitamines, etc. Elle est induite par une 616vation ou une 
diminution de la concentration d'un ou de plusieurs de ces facteurs de regulation 
adipogenique. Ces facteurs de regulation sont produits soit par les pr6-adipocytes eux- 
5 memes, ce qui est le cas d'une regulation dite autocrine, soit par des cellules 
environnantes, ce qui est le cas d'une regulation dite paracrine, soit encore par des 
cellules plus 61oign6es mais relives aux pre-adipocytes par la voie sanguine, ce qui est 
le cas d'une regulation dite endocrine. Dans le cas des adipocytes, les pre-adipocytes 
sont des cellules de type fibroblastique qui, en fonction des facteurs enviroimants, 

10 peuvent se difSSrencier soit en adipocytes dans le tissu adipeux, soit en osteoblastes 
dans le tissu osseux. 

On sait d*apres un document paru dans Biochem.MolBiol.In,^ 1994, 32, p705- 
p712, intitule ''Regulation of lipoprotein lipase synthesis in 3T3-L1 adipocytes by 
interleukin-l 1/adipogenesis inhibitory factor'' et ayant pour auteurs Oshumi J, 

15 Miyadai K et Itoh Y que Tinterleukine-l 1 (IL-1 1) presente une activite d'inhibition de 
la differenciation adipocytciire et constitue done un facteur adipogenique negatif. De 
meme, un document paru dans J. Biol. Chem.y 1996, 271: 615-618, intitule "Tumor 
necrosis factor promotes phosphorylation and binding of insulin receptor substrate 1 
to phosphatidy linos itol S-kinase in 3T3'L1 adipocytes^* et ayant pour auteurs Quo D et 

20 Donner DB a montr6 un tel efifet pour le facteur alpha de n6crose des tumeurs (TNFa). 

Parmi les facteurs adipog^niques qui stimulent la differenciation, Tinsuline et le 
insulin-like growth factor 1 (IGF-1) augmentent I'expression des marqueurs de la 
differenciation des adipocytes tels que les enzymes fatty acid synthase (FAS), 
glycerol-3 -phosphate dehydrogenase (G3PDH), stearoyl CoA desaturase (SCD), ou 

25 encore des proteines membranaires comme les transporteurs de glucose (GLUT-4) et 
les transporteurs d'acides gras (FABP) exprimes a la surface des adipocytes humains 
(voir a ce sujet le document paru dans X Nutr., 1996, 126: 865-870, intitule " Insulin 
increases lipogenic enzyme activity in human adipocytes in primary culture" et ayant 
pour auteurs Moustaid N, Jones BH et Taylor JW). 

30 Les adipocytes matures produisent et secretent des facteurs de secretation 

consideres comme de veritables hormones specifiques de Tadipocytes, comme 
notamment la leptine et Tadiponectine. Cette demiere est encore TAcrp 30 (Adipocyte 
complement-related protein of 30 KDa) selon un article de Scheren and al publie en 
1995 dans J.Bio.Chem, 270 26746-9 ou AdipoQ mis en evidence chez la souris selon 
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un autre article de Hu and all, publie dans J.Bio-Chem de 1996, 271 10697-703.. Une 
prot6ine similaire a ete mise en evidence dans le plasma humain et nommee GBP28 
(Gelatin Binding Protein of 28 KDa) ou APMl (Adipose Most Abundant Gene 
Transcript 1) d'apr6s un article public dans J.Biochem, 120, pages 803 k 812 de 
5 Nakano and all. 

On pr6sente ci-dessous les r^sultats des 6tudes qui ont 6te menses pour etudier 
Teffet inhibiteur de la differenciation adipocytaire que presentent des extraits d'algues 
du genre Halopteris et, en particulier, de Talgue Halopteris (ou Sphacelarid) scoparia. 

Pour ce faire, on va etudier I'effet d'un extrait de Talgue Halopteris (ou 
10 Sphacelarid) scoparia sur une lign6e de pr6-adipocytes 3T3-L1 induits en adipocytes. 

L'extrait de Talgue Halopteris scoparia est un extrait hydrosoluble qui est 
obtenu, dans cette etude, par maceration de Talgue sechee ou lyophilis6e en presence 
d'tm solvant. Le solvant est un melange d'eau avec un co~solvant, comme par 
exemple le dipropylene glycol ou le glycerol. Le rapport eau /co-solvant est compris 
15 entre 0 et 80 %, de preference entre 30 et 50 %. On notera qu'il pourrait 6galement 
n'etre que de Teau. 

L'6tude de Teffet de cet extrait sur une lignee de pre-adipocytes 3T3-L1 induits 
en adipocytes est men6e selon un protocole qui est connu et qui est notamment decrit 
dans le document paru dans Annu. Rev. Biochem., 1995, 64 : 345-373, intitule 

20 ''Transcriptional regulation of gene expression during adipocyte differentiation" ayant 
pour auteurs MacDougald OA et Lane MD. 

On rappelle ci-dessous brievement ce protocole. Les cellules pre-adipocytaires 
de la lignee 3T3-L1 ont 6t6 maintenues en culture en milieu de Eagle modifie par 
Dulbelcco (DMEM) contenant 2 mM de glutamine, 4,5 g/1 de glucose, 0,11 g/1 de 

25 pyruvate de sodium, 10% de serum de veau (SVD) et des antibiotiques (50 U 
penicilline et 50 |ig de streptomycine par ml de milieu). Leur differenciation en 
adipocytes a 6te provoquee de la maniere suivante : dans un premier temps, les 
cellules pre-adipocytaires ont et6 cultiv6es a confluence pendant deux jours. Au temps 
que Ton appelle ci-apres JO, le milieu de culture est remplace par un milieu 

30 d' induction de la differenciation (MID) compose de DMEM contenant 10 % de serum 
de veau foetal (SVF), et additionn^ de 0,25 mM d'isobutyl methyl xanthine (IBMX), 
0,25 \xM de dexamethasone et 1,74 jxM d'insuline. Apres deux jours d'incubation, 
done au temps J2, le milieu d'induction est delicatement retire et remplace par un 
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nouveau milieu de culture contenant 10 % de SVF et 0,174 \iM d'insuline. Ensuite, le 
milieu de culture est renouvele tous les deux jours. 

Apres sept jours de culture, le contenu iipidique des cellules pr6-adipocytaires a 
6t6 6valu6 par la coloration a Thuile rouge. Plus precisement, les cellules pr6- 
5 adipocytaires ont 6te fix6es au formaldehyde a 3,7%, puis incub^es pendant 
10 minutes avec une solution de colorant Red Oil (a 0,5 % dans im melange 
isopropanol/eau). Apres 10 minutes, le tapis cellulaire a 6t6 rince a Teau et les cellules 
pr6-adipocytaires ont ete lysees avec de Tisopropanol pure. La density optique (DO) 
du milieu a 6t6 mesuree a 540 nm. 

10 L'extrait de Tedgue brune Haloptiris scoparia a €X€ test6 sur les cellules 3T3-L1 

au cours de la phase d'induction par le MID qui commence done au jour JO. 

Dans des premieres series experimentales, cet extrait a €l€ ajoute des le debut de 
la differenciation (au temps JO) et maintenu present dans le milieu jusqu' a la fixation 
des cellules (au temps J7), par renouvellement tous les deux jours (soit aux temps J2 et 

15 J4). L'extrait a 6te teste aux trois concentrations suivantes : 0,4 %, 1 % et 2,5 %. De la 
meme mani^re, on a utilise un echaatillon d'acide r^tinoi'que a lOjiM qui est connu 
pour inhiber la differenciation des pre-adipocytes en adipocj^es, comime cela est 
notamment d6crit dans Tarticle para dans Differentiation, 1990, 45:119-127, intitule 
"The molecular basis for inhibition of adipose conversion of 3T3-L1 cells by retinoic 

20 acid" et ayant pour auteurs Stone RL et Berlnohr DA. 

Les r^sultats de ces premieres series experimentales sont presents dans le 
tableau 1 ci-dessoxis. Des graphes correspondants sont ^galement donnas k la Fig. 1, 
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Tableau 1 : effet inhibiteur de I'extrait d^Halopteris ScopariOy teste a 3 
concentrations non cytotoxiques, sur la differenciation des adipocytes. 
Comparaison avec I'acide r^tinoique. 

(Resultats obtenus d'une manipulation realis^e en triplicate pour Textrait d^Halopteris, 
5 et de cinq manipulations ind^pendantes realis6es en triplicate pour Tacide retinoique) 





% inhibition de 
la differenciation 


Extrait d'Halopteris 0,4 % 


28 ±2 


Extrait d'Halopteris 1,0 % 


78+11 


Extrait d'Halopteris 2,5 % 


125 + 8 


Acide retinoique 10 nM 


82 ±21 



10 On notera que les concentrations de Textrait SHalopteris sont non-cytotoxiques. 

L' absence de toxicity des extraits a 6t6 6valuee sur les cellules 3T3-L1 par la methode 
classique de mesure de la reduction du MTT en cristaux de formazan (voir notamment 
Tarticle paru dansJl Immunol Methods^ 1983, 65: 55-63, intitule "Rapid colorimetric 
assay for cellular growth and survival: application to proliferation and cytotoxicity 

15 assays" et ayant pour auteur Mosmaim T). Plus precisement, apres incubation avec les 
extraits, les cellules ont 6te rincees et incubees pendant trois heures dans une solution 
de MTT pr6par^e a 0,5 mg/ml dans un tampon phosphate (PBS). Apres Tincubation, 
les cellules pre-adipocytaires ont 6te rincees en PBS et lysees dans du 
dimethylsulfoxide (DMSO). La DO a ete mesuree a 540 nm. 

20 Dans des secondes series experimentales, Textrait a €t& ajoute des le debut (JO) 

mais, contrairement aux premieres s6ries, il n*a pas €X€ renouvele par la suite, c'est-4- 
dire qu'il n*a pas 6te renouvel6 apres Tinduction au temps J2 ni renouvele au temps J4 
et ce, jusqu'a la fixation au temps J7. Parall61ement, des cultures ont ete trait6es 
Textrait du temps J2 au temps J7, avec renouvellement au temps J4. 

25 Les resultats de ces secondes series exp6rimentales sont present^s dans le 

tableau 2 ci-dessous. Des graphes correspondants sont 6galement donnas k la Fig. 2. 
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Tableau 2 : cinetique de I'effet inhibiteur de Pextrait d^Halopteris Scoparia^ teste 
k 1%, sur la differenciation des adipocytes. Comparaison avec I'acide retinoique. 

(R^sultats obtenus de deux manipulations ind^pendantes realis6es en triplicate) 





% inhibition de la differenciation 


Extrait d'Halopteris 
1 % 


Acide r6tinoique 
10 


Presence de JO h J7 


72±2 


51 ±3 


Presence de JO k J2 


43 ±1 


40 + 5 


Presence de J2 k J7 


15±2 


3±2 



5 

Comme cela a ete mentionne ci-dessus, dans les series experimentales, des 
cultures t^moins ont et6 r6alis6es : cellules non induites (cultivees dans le milieu de 
culture avec 10 % SVD), et cellules induites dans le milieu MID, en absence ou en 
10 presence d' acide retinoique teste a 10 fxM. Ce dernier est en effet connu pour inhiber 
la differenciation des pr6-adipocytes en adipocytes. 

On a egalement pu constater qu'en absence du milieu inducteur de 
differenciation (MID), les cellules restent en tres forte majority des pr6-adipocytes. 
Seules quelques cellules produisent spontanement des gouttelettes lipidiques visibles 
15 au microscope apres coloration des lipides par Thuile rouge. 

De meme, on a pu constater qu'en presence du milieu inducteur MID pendant 
deux jours, les cellules dans leur tres grande majority contiennent une multitude de 
gouttelettes lipidiques visibles apres coloration par Thuile rouge. 

Les conclusions de ces series experimentales sont les suivantes. 
20 L'extrait d'Halopteris Scoparia, teste a 0,4 %, 1 % et 2,5 % (v/v), inhibe la 

differenciation des pre-adipocytes en adipocytes, de respectivement 28 %, 78 % et 
125 %. Cet effet inhibiteur suit une relation dose-dependante, comme cela est visible a 
la Fig. 1. 

On constate qu'une inhibition superieure a 100 % est mesur6e pour T extrait a 
25 2,5 % : ceci montre que la presence de Textrait a cette concentration non cytotoxique, 
bloque la formation de gouttelettes lipidiques qui apparaissent spontan6ment dans 
quelques cellules en absence du milieu inducteur. 
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On remarque que, dans les memes conditions experimentales, la presence 
d'acide r^tinoique a la dose de 10 \xM limite tres fortement T apparition des 
gouttelettes lipidiques : les cellules restent dans une configuration de pre-adipocjies, 
et ne se sont pas diff6renci6es en adipocytes. 
5 La presence de Textrait d'Halopt6ris, teste a 1 % (v/v), pendant seulement les 

deux jours d' induction par le MID (c'est-^-dire du temps JO au temps J2) suffit a 
bloquer la differenciation des adipocytes : inhibition de 43 %, contre 72 % lorsque 
I'extrait est present pendant toute la culture (c'est-a-dire du temps JO au temps J7). 
Lorsque Textrait est mis en contact avec les cellules apres T induction de la 

10 differenciation (c'est-^-dire du temps J2 au temps J7), il exerce un effet inhibiteur 
nettement plus faible : inhibition de seulement 1 5 % (c£ tableau 2). 

Ces r^sultats d^montrent I'importance de la presence de I'extrait des le debut de 
la differenciation ; im effet similaire est obtenu, dans des conditions experimentales 
identiques, avec Tacide retinoique, teste a 10 p.M (cf. Fig. 2). On notera que 

15 I'importance de la periode pendant laquelle sont ajoutes les retinoides pour induire une 
differenciation a ete largement decrite par Xue JC, Schwarz EJ, Chawla A et 
Lazar MA dans un article paru dans MoL Cell. BioL, 1996, 16:1567-1575 sous le titre 
"Distinct stages in adipogenesis revealed by retinoid inhibition of differentiation after 
induction of PPARgamma". 

20 De ces series experimentales, on peut d6ja conclure qu'un extrait d^Halopteris 

Scoparia agit comme un veritable inhibiteur de la differenciation et non pas comma 
un inhibiteur de la synthese lipidique (lipogenese). 

Pour corroborer les r6sultats qxii viennent d'Stre d6crits, on a realist une nouvelle 
s6rie d'experiences dans laquelle Teffet d'lm extrait d'Halopteris Scoparia sur des 

25 cellules pre-adipocytaires de la lignee 3T3-L1 a ete etudie quant k Texpression des 
genes codant des marqueurs habituellement exprimes par les adipocytes differencies. 

On a done mis en oeuvre comme precedemment une phase de mise en culture a 
confluence des cellules pre-adipocytaires pendant deux jours, jusqu'a I'instant dit JO. 
On dispose alors d'un milieu qui sert de temoin. Au temps JO, le milieu de culture est 

30 remplac6 par im milieu d'induction de la differenciation MID, en presence ou pas 
d'extrait d'Halopteris. 

Au temps J4 et J7 (respectivement JO + 4 jours et JO + 7 jours), les ARN totaux 
ont ete extraits a I'aide d'un reactif adequat (en Toccurrence un reactif "Tri-Reagent") 
selon le protocole preconise par le foumisseur. L'ADN a et6 elimine (Syst6me DNA 
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free, Ambion). La quality de I'ADN a ete v6rifi6 sur gel d'agarose. La reaction de 
Reverse Transcription (RT) de TARNm a ete r^alisee en presence de Tamorce 
oligo(dT) et de Tenzyme Superscript II (Gibco). L'ADNc synthetis6 a et6 quantifie par 
fluorescence et ajuste a la concentration de 20 ng/ml. La reaction de Polymerase 
5 Chain Reaction (PGR) a 6t6 r^alisee par PGR quantitative avec le systeme "Light 
cycler" de la soci6t6 Roche Molecular Systems Inc. selon les procedures 
recommandees par le foumisseur. L'incorporation de fluorescence dans I'ADN 
amplifie est mesuree en continu au cours des cycles de PGR et permet d'obtenir une 
valeur d'expression relative pour chaque marqueur 6tudi6. 

10 On a ainsi etudi6 Texpression du facteur de transcription PPARg (Peroxisome 

proliferator activated receptor gamma) qui controlerait Texpression des genes 422/aP2 
codant pour des proteines cytoplasmiques liant les acides gras (FABP4), Texpression 
du facteur de transcription SREBP 1 (Sterol Response Element Binding Protein) qui 
contrdlerait I'expression du gene codant ren2yme FAS (Fatty Acid Synthase), ainsi 

15 que les proteines c/EBPa, c/EBPb, c/EBPg (CAAT-enhancer-hinding protein alpha, 
beta et gamma). Le facteur c/EBPa controle Texpression des g^nes de la stearoylGoA 
desaturase de type 1 (SGDl) et du recepteiir de glucose GLUT-4. L'expression du 
transporteur des acides gras (fatty acid translocase ou FAT) a egalement ete etudie. 

Les resultats obtenus sur les trois milieux (milieu temoin, milieu en presence du 

20 seul milieu inducteur et milieu en presence du milieu inductetir et de Textrait) et, ce, 
pour des temps d'induction des dexix seconds nnilieux de 4 et 7 jours sont maintenant 
donnes. 

Apr^s 4 jours d'induction, Texpression de c/EBPa a augments d'un facteur 10,4 
par rapport au t^moin non induit. En presence de Textrait, elle a diminue de 33% par 

25 rapport aux adipocytes induits sans extrait. Apr^s 7 jours d'induction, Fexpression de 
c/EBPa a augmente d*un facteur 27,7 par rapport au t6moin non induit. En presence de 
Textrait, elle a diminue de 37 % par rapport aux adipocytes induits sans Textrait. 

Apres 4 jours d'induction, Texpression de SREBP 1 a augmente d'un facteur 1,9 
(H-88%) par rapport au temoin non induit. En presence de I'extrait, elle a diminu6 de 

30 21% par rapport aux adipocytes induits en absence de I'extrait. Apres 7 jours 
d'induction, I'expression de SREBP 1 a augment^ d'un facteur 2,7 (+166%) par rapport 
au temoin non induit. En presence de I'extrait, elle a diminue de 3 1 % par rapport aux 
adipocytes induits sans I'extrait. 
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Apres 4 jours d' induction, I'expression de I'enzyme FAS n'a pas augmente de 
fafon significative par rapport au t6moin non induit. Cependant, en presence de 
Textrait, elle a diniinu6 de 47% par rapport au temoin. Apres 7 jours d'induction, 
Texpression de Tenzyme FAS a augment^ d'un facteur 8,3 par rapport au temoin non 
5 induit, et elle a diminue de 58% par rapport aux adipocytes induits sans extrait. 

Aprfes 4 jours d*induction, Texpression de facture de transcription SCDl a 
augment^ d'un facteur de 14 par rapport au temoin non induit. En presence de I'extrait, 
elle a diminu6 de 25% par rapport aux adipocytes induits sans extrait. Apr^s 7 jours 
d'induction, I'expression de SCDl a augmente dun facteur 567 par rapport au temoin 
10 non induit. En presence de Textrait, elle a alors diniinu6 de 27% par rapport aux 
adipocytes induits sans extrait. 

Apres 4 jours d'induction, I'expression de FAT a augmente d'un facteur 1329 par 
rapport au temoin non. induit. En presence de Textrait, elle a diminue I'expression de 
FAT de 44% par rapport aux adipocytes induits sans extrait, Apres 7 jours d'induction, 
15 I'expression de FAT a augments d'un facteur 1528 par rapport au temoin non induit. 
En presence de Textrait, cette expression a diminue de 56 % par rapport aux 
adipocytes sans I'extrait. 

Apres 4 jours d'induction, I'expression de GLUT-4 a augments d'un facteur 281 
par rapport au temoin non indxiit. En presence d'extrait, elle a diminu^ de 37% par 
20 rapport aux adipocytes induits sans extrait Apres 7 jours d'induction, I'expression de 
GLlJT-4 a augment^ d'un facteur 3079 par rapport au temoin non induit et elle a 
diminu6, en presence d'extrait, de 23% par rapport aux adipocytes induits sans extrait. 

Conformement aux resultats attendus, le milieu d'induction de la differenciation 
MID, sans presence de I'extrait d^HalopteriSy a augmente, psx rapport au milieu de 
25 culture temoin, dans une plus ou moins grande mesure, tous les marqueurs de la 
differenciation des pre-adipocytes en adipocytes. 

On peut constater que les r6sultats donnes ci-dessus montrent que I'extrait de 
Sphacelaria scoparia modifie I'expression de nombreux marqueurs de differenciation 
des adipocytes. Notamment, il diminue Texpression du facteur de transcription c/EBPa 
30 par rapport aux adipocytes induits sans I'extrait (de 33% apres 4 jours d'induction, et 
de 37% apres 7 jours d'induction), du facteur de treinscription SREBPI (de 21% apres 
4 jours d'induction, et de 31% apr^s 7 jours d'induction), de I'enzyme FAS (de 47% 
apres 4 jours d'induction, et de 58% aprfes 7 jours d'induction), de I'enzyme SCDl (de 
25% aprfes 4 jours d'induction, et de 27% apres 7 jours d'induction), du transporteur 
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d'acides gras FAT (de 44% apres 4 jours d'induction, et de 56% apres 7 jours 
d'induction), du transporteur de glucose GLUT-4 (de 37% apr^s 4 jours d'induction, et 
de 23% apres 7 jours d'induction), de la proteine adipocytaire liant les acides gras 
FABP4 (de 18% apres 4 jours d'induction). En revanche, il n'a pas montre d'effet 
5 significatif sur le facteur PPARg. Pourtant, Textrait module I'expression de deux genes 
qui seraient sous le controle du factexir PPARg : il dirainue (au moins temporairement) 
I'expression de FABP4. 

II diminue egedement I'expression de la lipoproteine lipase (LPL). Aprfes 7 jours, 
d'induction I'expression de la LPL induite par le milieu d'induction est diminu6e de 

10 66 % en presence de I'extrait. 

On a egalement pu montrer qu'apres 4 jours d'induction, I'expression de COLl a 
diminu6 de 70% par rapport au temoin non induit. En presence de Textrait, son 
expression n'a diminue que de 46% par rapport au temoin non induit, ce qui signifie 
qu'elle a augmente de 79% par rapport aux adipocytes induits sans extrait. Apres 7 

15 jours d'induction, Texpression de COLI a diminu6 de 80% par rapport au temoin non 
induit. En presence de Textrait, son expression n'a diminue que de 59% par rapport au 
temoin non induit, ce qui signifie qu'elle a augmente d'un facteur 2 par rapport aux 
adipocytes induits sans extrait. 

Apres 4 jours d'induction, I'expression de COL4 a augment^ d'un facteur 3,1 par 

20 rapport au temoin non induit. En presence de I'extrait, elle a augmente 16% par 
rapport aux adipocytes induits sans extrait. Apres 7 jours d'induction, I'expression de 
COL4 a augment^ d'un facteur 2,6 par rapport au temoin non induit. En presence de 
I'extrait, elle a augmente de 17% par rapport aux adipocytes induits sans extrait. 

Ainsi, I'addition du milieu inducteur MID a diminue I'expression du collagene 

25 de type 1 (COLl). Ce collagene est le plus abondant dans le derme. II forme des fibres 
6paisses dont la principale propriete est la resistance a la traction. II est produit 
principalement par les fibroblastes, mais aussi par les cellules cartiiagineuses et les 
ost^oblastes ; ces cellules derivent du fibroblastes comme les adipocytes. II permet de 
maintenir les adipocytes attachees entre eux. Au cours de la differenciation, les pr6- 

30 adipocytes perdent done leur capacity a produire du collagene de type I. En revanche, 
les adipocytes matures produisent du collagene de type 4 (COL4). Celui-ci ne forme 
pas de fibres. II se situe sous une forme non organisee dans les lames basales, 
notamment dans la membrane basale dermo-epidermique. COL4 sert de support de 
filtration en etant situ6 a I'interm^diaire entre le tissu de soutien (le derme) et le tissu 
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6pith61ial (repiderme). II est fabrique par les cellules 6pith61iales (keratinocytes) et les 
cellules endotheliales. II est egalement produit par les adipocytes. 

On peut constater que i'extrait modifie I'expression des coUagenes : il diminue la 
perte d'expression du collagene de type 1 (COL 1) habituellement observ^e au cours 
5 de la diff6renciation. L'expression de COL 1 augmente par rapport aux adipocytes 
induits sans I'extrait (de 79% apres 4 jours d'induction, et de 59% apr^s 7 jours 
d'induction). Par aillevurs, Textrait n'empeche pas Texpression du collagene de type 4 
(COL4) qui est habituellement augmentee au cours de la diff6renciation des 
adipocytes. L'extrait augmente I'expression de COL 4 par rapport aux adipocytes 
10 induits sans Textrait (de 16% aprds 4 jours d'induction, et de 17% aprfes 7 jours 
d'induction). 

L'analyse de I'expression des gfenes de la diff^renciation des adipocytes par la 
m6thode RTPCR permet done de confirmer I'effet inhibiteur de Textrait diHalopteris 
scoparia sur la diflF6renciation des preadipocytes en adipocytes matures. EUe met 

15 egalement en Evidence que cet effet est restreint a certains marqueurs specifiques de la 
differenciation. De plus, il maintient 61eve le taux de collagene de type 1 (COLl), tout 
en stimulant I'expression du collagene de type 4 (COL4). Cet effet est interessant 
compte tenu de la necessite de restructuration du tissu dermique suite a une attaque du 
tissu adipeux par des agents lipolytiques. 

20 On a egalement pu montrer que I'extrait d!Halopteris Scoparia (a 1 %) diminuait 

I'expression de I'adiponectine de 70 % par rapport aux adipocytes induits en absence 
de Textrait. 

Par consequent, la pr^sente invention conceme xme utilisation d'un extrait d'une 
algue brune du genre Halopteris dans une composition cosmetique ou pharmaceutique 
25 destin6e k limiter I'expansion des tissus adipeux par son effet sur la diflF6renciation 
pr6-adipocytaire. Ladite algue est avantageusement Talgue Halopteris scoparia. 

Par ailleurs, selon un mode de realisation avantageux, ledit extrait est obtenu par 
maceration d'algues s6ch6es ou lyophilisees en presence d'un solvant, tel que de Teau, 
ou un melange d'eau avec un co-solvant. Ledit co-solvant peut etre du dipropylene 
30 glycol ou le glycerol, le rapport eau /co-solvant 6tant compris entre 0 et 80%, 
avantageusement, entre 30 et 50 %. 

La presente invention conceme Egalement une composition cosmetique ou 
pharmaceutique destin^e a limiter I'expansion des tissus adipeux qui est caracteris6e 
en ce qu'elle comporte en tant que produit actif au moins un extrait d'une algue brune 
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du genre Halopteris qui agit de maniere a inhiber la differenciation adipocytaire. 
Ladite algue est avantageusement Talgue Halopteris scoparia ou Sphacelaria 
scoparia. 

Ledit extrait est avantageusement obtenu par mac6ration d'algues sechees ou 
5 lyophilisees en presence d*un solvant, tel que de Teau, ou un melange d*eau avec un 
co-solvant. Ledit co-solvant peut etre du dipropylfene glycol ou le glycerol, le rapport 
eau /co-solvant 6tant compris entre 0 et 80 %, avantageusement, entre 30 et 50 %. 

Selon une autre caracteristique de la pr6sente invention, on associe, dans une 
fomiulation cosm6tique a vis6e amincissante, im extrait d'algue Halopteris^ un actif 
10 stimulant la lipolyse (comme par exemple un inhibiteur de la phosphodiesterase ou un 
bloquant des r^cepteurs adrenergiques), et/ou un actif inhibiteur de la lipog^nese 
(comme par exemple xm inhibiteur de Tenzyme fatty acid synthase ou un bloquant des 
recepteurs de penetration du glucose). 

La pr^sente invention conceme egalement une utilisation d*une composition 
15 cosmetique telle qu'elle vient d'etre decrite pr^c^demment et ce, a des fins de 
limitation de Texpansion des tissus adipeux par inhibition de la differenciation pre- 
adipocytaire. 
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REVENDICATIONS 

1) Utilisation d'un extrait d'une algue brune du genre Halopteris dans une 
composition cosm6tique ou pharmaceutique destin6e a limiter Texpansion des tissus 
adipeux par son effet sur la differenciation pre-adipocytaire. 

2) Utilisation selon la revendication 1, caracterisee en ce que ladite algue est 
5 I'algue Halopteris scoparia (ou Sphacelaria scoparid). 

3) Utilisation selon la revendication 1 ou 2, caracterisee en ce que ledit extrait 
est obtenu par maceration d'algues sechees ou lyophilisees en presence d'un solvant, 
tel que de Teau, ou un melange d*eau avec un co-solvant 

4) Utilisation selon la revendication 3, caracterisee en ce que ledit co-solvant est 
10 du dipropylene glycol ou le glycerol. 

' 5) Utilisation selon la revendication 4, caracteris6e en ce que le rapport eau /co- 
solvant est compris entre 0 et 80 %. 

6) Utilisation selon la revendication 5, caract6ris6e en ce que le rapport eau/co- 
solvant est compris entre 30 et 50 %. 
15 7) Composition cosmetique ou pharmaceutique destinee a limiter Texpansion 

des tissus adipeux, caracterisee en ce qu*elle comporte en tant que produit actif au 
moins un extrait d'lme algue brune du genre Halopteris qui agit de maniere a inhiber 
la differenciation adipocytaire. 

8) Composition cosmetique ou pharmaceutique selon la revendication 7, 
20 caracterisee en ce que ladite algue est Talgue Halopteris scoparia (ou Sphacelaria 

scoparia). 

9) Composition cosmetique ou pharmaceutique selon la revendication 7 ou 8, 
caracterisee en ce que ledit extrait est obtenu par maceration d'algues sechees ou 
lyophilisees en presence d'un solvant, tel que de Teau, ou un melange d'eau avec un 

25 co-solvant. 

10) Composition cosmetique ou pharmaceutique selon la revendication 9, 
caracterisee en ce que ledit co-solvant est du dipropylene glycol ou du glycerol. 

11) Composition cosmetique ou pharmaceutique selon la revendication 9 ou 10, 
caracterisee en ce que le rapport eau /co-solvant est compris entre 0 et 80 %. 

30 12) Composition cosmetique ou pharmaceutique selon la revendication 9 ou 10, 

caracterisee en ce que le rapport eau /co-solvant est compris entre 30 et 50 %. 
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13) Composition cosmetique ou pharmaceutique selon une des revendications 7 
kl2y caract&isee en ce qu'elle comporte egalement un actif stimulant la lipolyse et/ou 
un actif inhibiteur de la iipog^nese. 

14) Utilisation d'une composition cosmetique selon une des revendications 7 a 
5 13 prec^dentes a des fins de limitation de I'expansion des tissus adipeux par inhibition 

de la diff6renciation pre-adipocytaire. 
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Cadre I Observations - lorsqu'il a M estim^ que certaines revendications ne pouvaient pas faire i'oblel d'une recherchp 
(suite du point 1 de la premiere feullle) 



Conform^ment k I'article 17^)a), certaines revendications n'ont pas fait robjet<fune recherche pour les motifs suivants: 

1. I X I Les revendications n<»* 

se rapportent d un objet k I'dgard duquel i'administration n'est pas tenue de proc6der k la recherche, k savoir: 

Blen que la revendl cation 14 concerne une methode de traltement du corps 
huinain/animal , la recherche a ete effectuee et basee sur les effets Imputes a 
la composition. 

2. I I Les revendications n^ 

se rapportent k des parties de la demande Internationale qui ne rempllssent pas suffisamment les conditions prescrites pour 
qu*une recherche significative puisse dtre effectuSe. en particulier: 



3. Les revendications n^® 

sont des revendications dSpendantes et ne sont pas redig^s conformdment aux dispositions de la deuxieme et de la 
troisi^me phrases de la r6gle 6.4^). 



Cadre II Observations - lorsqu'il y a absence d'unit6 de I'invention (suite du point 2 de la premise feuille) 



L'administration charg6e de la recherche Internationale a trouv6 piusieurs inventions dans la demande Intematlonale, k savoir: 



1 . j I Comme toutes les taxes addltlonnelles ont ^te payees dans les d^tais par le d^posant, le present rapport de recherche 
' — ' Internationale porte sur toutes les revendications pouvant faire Pobjet d'une recherche. 

Comme toutes les recherches portant sur les revendications qui s'y pretalent ont pu dtre effectutos sans effort particulier 
Justifiant une taxe additlonnelle, I'administration n'a solliclte le paiement d'aucune taxe de cette nature. 



3. I I Comme une partie seulement des taxes addltlonnelles demand^s a ete pay6e dans les ddiais par le d^posant, ie present 
* — I rapport de recherche Internationale ne porte que sur les revendications pour (esquelles les taxes ont 6t6 payees, k savoir 
les revendications n ^ 



4. Aucune taxe additlonnelle demand^e n'a 6te pay^e dans les dSlais par le d^posant. En consequence, le present rapport 
' — ' de recherche Internationale ne porte que sur rinvention mentionn^e en premier lieu dans les revendications; elle est 
couverte par les revendications n ^ 



Remarque quant k la reserve | | Les taxes additionneites ^talent aocompagn^s tfune reserve de la part du ddposar 

I I Le paiement des taxes addltlonnelles n*dtalt assort! d'aucune reserve. 
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